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果が得られていることが示されている (参考 1, 2)。その一方で、精神疾患患者数
は増加を続けており、平成 26 年には、国民の 30 人に 1 人が精神疾患に罹患し



























































disrupted in schizophrenia 1 (DISC1) は、統合失調症やうつ病を多発するスコット
ランドの家系に属する多くの人で転座が起こっている遺伝子として発見された。
DISC1 は神経細胞の遊走を制御する機能を有し、大脳皮質の形成過程に関与し
ていることが報告されている (Kamiya et al., 2005)。一方で、後者の例としては、
γ-aminobutyric acid (GABA) 合成酵素である glutamate decarboxylase 65, 67 
(GAD65, 67) が挙げられる。統合失調症患者では、脳内の抑制性および興奮性の
神経伝達のバランスが乱れていることが知られており (田中千賀子 New 薬理学 
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改訂第 5 版)、抑制性の神経伝達に関わる GAD65 および 67 の前頭皮質での発現




で発現が増大する分子として「SHATI」を見出している（Niwa et al., 2007）。本
分子は、名古屋大学大学院医学系研究科の Nitta らのグループから報告されたこ
とから、名古屋城のシンボルである”シャチホコ”にちなんで命名された新規
分子であり、acetyl-CoA 結合部位や adenosine triphosphate (ATP) 結合部位、
GCN5-N-アセチルトランスフェラーゼ (N-acetyltransferase, NAT) の配列を含む
分子である（Niwa et al., 2007）。real-time RT PCR法による解析の結果、Shati mRNA
は、大脳、小脳、肝臓、腎臓および脾臓で高く発現していることが分かってい
る  (Niwa et al., 2008) 。また、  Shati は、 aspartate と acetyl-CoA から
N-acetyl-aspartate (NAA) を生合成する N アセチル転移酵素 N-acetyltransferase-8 
like protein (NAT8L) であることが報告されている（Ariyannur et al., 2010）。従っ
て、本論文中では Shati を SHATI/NAT8L と表記することとする。これまでの報

















参考 4. SHATI/NAT8L関連図 
 SHATI/NAT8Lは、アスパラギン酸とアセチル-CoAからNAAを合成し、NAAはグル
タミン酸と縮合してNAAGに変換される。NAAGがシナプス小胞に取り込まれるメカニ
ズムは、不明であるが、代謝型グルタミン酸受容体 3 (mGluR3) のアゴニストとして作
用する。このmGluR3は、Gi/oと共役するGタンパク質共役型受容体であり、アデニル
酸シクラーゼの活性を抑制する。細胞間隙に放出されたNAAGは、アストロサイトの細
胞膜上に発現している glutamate carboxypeptidaseⅡ (GCP-Ⅱ)により、グルタミン酸と
NAA に分解される。 NAA はオリゴデンドロサイトおよびアストロサイトに発現している







すなわち、SHATI/NAT8L により生合成された NAA は、オリゴデンドロサイト
の軸索結合部でミエリン鞘の原形質膜内部へ放出または輸送される、あるいは
NAAG synthetase (NAAGS) によってグルタミン酸と縮合することにより、
N-acetylaspartylglutamate (NAAG) へと変換される（Becker et al., 2010）。オリゴデ
ンドロサイトへ輸送された NAA は、aspartoacylase (ASPA) により aspartate と
acetate に分解され、髄鞘脂質の合成に利用される（Namboodiri et al., 2006）。一
方で、NAAG は、シナプス間隙へ放出された後、metabotropic glutamate receptor 3 
(mGluR3) の選択的アゴニストとして作用する（Neale et al., 2000; 2011）。mGluR3
は、Gi 共役型の G タンパク質共役受容体であり、mGluR3 を介したシグナル伝
達は、アデニル酸シクラーゼ活性を抑制し、cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP) を減少させる。神経伝達物質として利用されなかった NAAG は、アス
トロサイト膜上の glutamate carboxypeptidase II (GCP-II) により分解される。また、
NAAG が分解されることにより遊離された NAA は、アストロサイトおよびオリ
ゴデンドロサイトの NAA transporter sodium-dependent dicarboxylate (NaDC3) に
よって細胞内に取り込まれる(Burri et al., 1991; Namboodiri et al., 2006)。以上のよ
うに、SHATI/NAT8L が生合成する NAA は、mGluR3 選択的アゴニスト NAAG
の生合成に利用されることとオリゴデンドロサイトの髄鞘脂質の合成に関与す
る役割が報告されている (Namboodiri et al., 2006)。 




NAA 含量が有意に減少していることから（Callicott et al., 2000; Sharwin et al., 






存と SHATI/NAT8L の関係を研究してきた。その結果、SHATI/NAT8L の合成産
物である NAAG が、mGluR3 のシグナル伝達を介して覚醒剤メタンフェタミン
の依存形成作用を抑制することを報告している (Miyamoto et al., 2014)。また、
SHATI/NAT8L ノックアウト (Shati-/- ) マウスは、メタンフェタミンに対する依
存性が増強していること (Toriumi et al., 2014)。および、Shati-/- マウスが、自発
運動量の増加および、社会性行動の低下のような行動異常を示し、脳内の NAA
含量が顕著に低下していることが報告されている (Furukawa-Hibi et al., 2012; 
Toriumi et al., 2015)。さらに、Shati-/- マウス由来の初代培養神経細胞は、対照群





) マウスが示す行動異常は NAA の脳室内投与により抑制されるが、
Shati
-/-
 マウスの行動異常には NAA の脳室内投与は作用がなかったことが報告






養マウス神経細胞における SHATI/NAT8L の生理機能の検討、2 章では
SHATI/NAT8L ノックアウトマウスを用いた SHATI/NAT8L の脳発達過程におけ
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第 1 章 


















理学および神経化学的に解析を行っている (Miyamoto et al., 2014, 2017)。 
そこで、本研究では、Shati/Nat8l 遺伝子を組み込んだ AAV ベクター (AAV vector 









 実験には妊娠 15 日目の ICR 雌性マウス（Japan SLC, Tokyo, Japan）の胎仔を使
用した。本実験に用いた動物は National Institute of Health のガイドラインに従い、
富山大学動物実験取扱規則および文部科学省動物実験規則に準じて飼育および
実験に使用し、富山大学の動物実験委員会および DNA 遺伝子組換え委員会で承
認 (A2015PHA-23, G2015PHA-15) されたうえで行った。また、マウスは、購入
後すぐに実験に使用した。 
 
In situ hybridization 法 
マウスに対して pentobarbital (50 mg/kg i.p.)を用いて麻酔し、開腹後、横隔膜を
切開し、心臓を露呈させた。注射針を左心室に刺して、右心耳を切開し、挿入
した注射針から diethylpyrocarbonate (DEPC) （Nacalai, Kyoto, Japan）処理 (0.1％
DEPC を加え 37ºC にて溶解した後、121ºC 40 分間オートクレーブをかけること)
した phosphate buffered saline (PBS) (137 mM sodium choride (Wako, Osaka, Japan 
191-016605)、 1.47 mM potassium dihydrogenphosphate (Wako, 169-04245)、 8.1 mM 
disodium  hydrogenphosphate (Wako, 196-01665)、 2.68 mM potassium chloride 
(Wako, 163-03545))を灌流し脱血後、DEPC 処理した 4% paraformaldehyde (PFA, 
Nacalai) を灌流して組織を固定した。固定後、脳を取り出し、4% PFA に一晩浸
潤させた。翌日、20% sucrose および 30% sucrose を含む DEPC 処理した PBS に
順に置換した。さらに、OCT compound (Leica, Wetzlar, Germany)を用いて包埋し、
クライオスタット (CM3050S Leica) を用いて脳切片 (厚さ 14 µm) を作製した。
作成した脳切片をスライドガラス (Dako, Tokyo ,Japan) に吸着させ、十分に乾燥
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させた後、4% PFA 中で室温にて 20 分間静置した。次に、脳切片を DEPC 処理
した PBSで洗浄し、0.2 N hydrochloric acid中で室温にて 10分間静置した。再び、
脳切片を DEPC 処理した PBS で洗浄し、10 ng / ml proteinase K (Sigma) を加え
て室温で5分間反応させた。再度、脳切片をDEPC 処理した PBSで洗浄し、0.25% 
acetic anhydride を含む 0.1 M triethanolamine (TEA) (Sigma)中で室温にて 5 分間静
置した。再度、PBS で脳切片を洗浄し、70% ethanol、95% ethanol の順に加えて
切片を風乾させた。続いて、salmon sperm DNA を加えた hybridization buffer [10% 
dextran sulfate, 5×standard saline citrate (SSC), 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM 
NaCl, 50% formamide, 1×Denhard,s and 500 ng / ml yeast tRNA (Roche)] にて 68ºC
で 1 時間 pre-hybridization した。その後、probe を hybridization buffer に溶解させ
て 68ºC で一晩 hybridization した。反応後、切片を 4×SSC および high stringency 
(4×SSC, 50% formamide) を用いて 68ºC で洗浄した。次いで、TNE buffer [1 mM 
EDTA and 500 mM NaCl in 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)] で洗浄した後、残存
probeを取り除くためにRNase A (Sigma) と 37ºCで 30分間反応させた。続いて、
TNE buffer、2×SSC、0.2×SSC、buffer1 [100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl]
の順に加えて切片を室温で洗浄した。洗浄後、1.5% blocking buffer [1.5% blocking 
reagent (Roche) in buffer 1] を用いて 4ºC でブロッキングを行い、anti-DIG-AP Fab 
fragments (Roche)と 4ºCで一晩反応させた。反応後、buffer 1、buffer 2 (100 mM Tris, 
100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, pH 9.5) の順に室温で洗浄し、nitro blue tetrazolium / 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (NBT/BCIP) (Roche) で発色させた。発色の
過程では、目視で観察し、sense probe を反応させた切片では反応せず、anti-sense 
probe を反応させた切片のみが発色しているところで TE [10mM Tris-HCl (pH 
7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0)]を加えて反応を停止した。反応停止後、50% glycerol を




作成した切片を充分乾燥させた後、4% PFA を加えて 15 分間静置した。以降、
温度の記入が無い操作は常温で行った。TBS-T (142 mM Tris HCl, 137 mM NaCl, 
2.68 mM KCl, pH 7.4, 0.1% Tween 20) で洗浄後、0.25%Triton を含む TBS-T を加
えて 15 分間反応させた。TBS-T で洗浄後、10 mM citrate 溶液 (pH 6.0)と 95ºC
で 15 分間反応させた。TBS-T で洗浄後、10% goat serum を含む TBS-T で 1 時間
ブロッキングした後、一次抗体 [各 1:500, NeuN (Millipore), glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA), ionized calcium binding 
adaptor molecule 1 (Iba1) (Wako)] を希釈溶液 (2% goat serum を含む TBS-T) で希
釈して加え、4ºC で一晩反応させた。TBS-T で洗浄後、二次抗体 [CFTM 488 goat 
anti-mouse IgG (H+L) (Biotium, Fremont, CA), CF
TM
 594 goat anti-rabbit IgG (H+L) 
(Biotium)] を希釈溶液 (2% normal goat serum を含む TBS-T) で 1000 倍に希釈し
て加え、遮光下で 2 時間反応させた。0.1M phosphate buffer（pH 7.4）で洗浄後、
0.1 µl / ml 4',6-diamidino-2-phenylindole  (DAPI) (Sigma) 溶液を加えて 15 分間反
応させた。0.1M phosphate buffer（pH 7.4）で洗浄後、fluoromount (Diagnostic 
BioSystems, Pleasanton, CA, K024) を用いて封入した。 
 
アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター 
AAV ベクターは、Shati/Nat8l および enhanced green fluorescent protein  (EGFP)
遺伝子を含む pAAV-Shati/Nat8l、pAAV-RC、pHelper の 3 種類のプラスミドを 
HEK293 細胞にトランスフェクションしてその細胞内で作製させ、抽出・精製
















参考 5.  AAV ベクター作成方法の模式図 
 
マウス海馬皮質由来培養神経細胞 
 マウスを 4% isoflurane で麻酔した後、腹部を切り開き、胎仔を取り出した。
その後、胎仔の頭部の皮膚を切り開き、全脳を PBS 中で取り出した。次にピン
セットを用いて海馬を分画し、0.25 % trypsin（Gibco, 15090-046）溶液に加え、 2 
分間おきに攪拌を行いながら 15 分間 37ºC で反応させた。trypsin 溶液を取り除
いた後、 2 ml の fetal bovine serum（FBS）（Nichirei bioscience inc, Tokyo, Japan, 
171012）で 3 回洗浄した。FBS を取り除いた後、5 ml のメディウム [1%（v/v）
N2 supplement with transferrin（Wako, 141-08941）、 1%（v/v）penicillin/streptomycin
（Invitrogen, Carlsbad, CA, 15140-122）となるように Dulbecco's modified eagle 
medium（D-MEM）  (high glucose) with L-glutamine and phenol red (Wako, 
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044-29765) を調製した] を 5 ml 加え、ピペッティングし、細胞を分散させた。
分散させた細胞を血球計数盤で計測し、0.33×104 cells / mm2 の密度で
poly-D-lysine（Sigma, p7280）でコーティングを施した 4 well プレート（Nunk, 
Roskilde, Denmark, 176740）に細胞を播種し、37ºC で反応させた。1 時間後、イ
ンキュベート中のメディウムを新しいメディウム［AAV ベクター入りの D-MEM 
(2×107 to 109 unit / µl)］に半容量を変換した。培養を開始してから軸索の形成が
なされるには 36 時間、樹状突起の形成がなされるには 3 から 4 日間必要である
という報告 (Dotti et al., 1988) (参考 6) をもとに、樹状突起、軸索の解析ではそ
れぞれ神経細胞を培養して 1.5 日目 (Days in vitro; DIV1.5)、4 日目 (DIV4) に細
胞を固定し、形態の観察や生化学的実験を行った。また、LY341495 (Tocris, Bristol, 
UK, 1209)は、既報に従い、培養開始 2 時間後に、インキュベート中のメディウ
ムを新しいメディウム (100 µM LY341495 入りの D-MEM) に半容量を変換する
方法で添加した (Wang et al., 2013)。一方、NAAG(Tocris)は、既報に従い、培養
開始 2 時間後に、インキュベート中のメディウムを新しいメディウム(100 µM も
しくは 1 mM NAAG 入りの D-MEM) に半容量を変換する方法で添加した 







Dotti et al., 1988 より引用の上、改変 
 
参考 6. 培養海馬神経細胞の発達段階 
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NAA および NAAG 含量の測定 
high performance liquid chromatography（HPLC）を用いた NAA および NAAG
の測定は、既報を参考にし (Reynold et al., 2005; Takanashi et al., 2012)、若干の改
変を行った。回収した細胞 (1×106 cells) に対して 0.1 M perchloric acid 400 µl を
加え、ホモゲナイズした。次に、13,000 g で 10 分間遠心し、上清を採取後、2 M 
sodium carbonate 24 µlを加え、50 mM phosphate buffer (PB) (pH 6.0)で 1 mlとした。
その後、Bond Elut SAX anion exchange columns (50 mg / 1 ml, Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA)を用いて、5.88 ml / l phosphoric acid (85%) (Wako 167-02166) 1 ml
により抽出した。 
HPLC 装置および解析用ソフトウェアは LC-2010CHT (Shimadzu Corporation, 
Kyoto, Japan) および LC solution (Shimadzu Corporation) をそれぞれ用いた。カラ
ムは ZORBAX SB-C18 (4.6 × 250 mm, Nacalai) 逆相カラムを用いた。測定は室温
で行い、測定波長は 215 nm、HPLC へのインジェクション量は 100 µl とした。
移動相には、0.5% methanol を含む 1.18 ml / l phosphoric acid を用い、流速は 0.5 ml 
/ min とした。分析で得られるピークの高さより、 NAA (Sigma, St.louis MO, 
00920) を 1 µM から 50 µM の濃度およびNAAG (Tocris Bioscience, Bristol, UK, 
0391) を 0.1 µM から 5 µM の濃度の間で、検量線を作成した。NAA および
NAAG のピークを単離して高分解能質量分析システム LTQ Orbitrap XL ETD 
(Thermo, Yokohama, Japan) を用いて質量分析を行った。 
 
蛍光免疫染色法 
カバーガラス (Matsunami, Osaka, Japan, 2-176-03) を入れた 4 well プレートに
て細胞を培養した後メディウムを吸引除去し、PBS で洗浄した。次に  4% 
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paraformaldehyde 溶液 (Wako, 163-18435) を各 well に 500 µl づつ加え、15 分間細
胞を固定した。PBS で  3 回洗浄した後、ブロッキング溶液  [0.1% (v/v) 
polyoxyethylene (10) octylphenyl ether (Triton X-100) (Wako, 168-11805) および 3% 
(v/v) normal goat serum (NGS) (Biomedical technologies Inc, stoughton ma, BT-206)] 
を各 well に 500 µl づつ加え 30 分間室温で放置した。PBS で 3 回洗浄した後、
PBS で希釈した一次抗体  [1:1000; anti-mouse microtubule associated protein 2 
(MAP2) IgG (Sigma, 048k4836)、anti-GFP IgG (abcam, Cambridge, UK, ab6556)、 
anti-tau-1 (Miliipore, Billerica, MA, MAB3420)] を 200 µl づつ加え、4ºC で一晩放
置した。翌日 PBS で 3 回洗浄した後、PBS で希釈した二次抗体 [CFTM 594 
anti-mouse goat IgG (Biotium) (1:500)、 CFTM 488A anti-rabbit goat IgG (Biotium)] 
を用いて 4 º C で反応させた。翌日 PBS で 3 回洗浄した後、、
4’,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Sigma, D-8417) 溶液と 15 分間反応させ、
fluoromount (Diagnostic BioSystems) を 1 滴垂らしたスライドガラス細胞培養面
を内側にして封入し、遮光の上、室温で 8 時間放置して乾燥させた。 
 
Real- time reverse transcription- polymerase chain reaction（RT-PCR） 
RNA 抽出は、TRIsureTM (Bioline) を用いて行った。逆転写反応は PrimeScript 
RT reagent Kit (Takara) を用いて行った(37ºC 15 分、85ºC 5 秒)。次に合成し
た cDNA を鋳型として Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
で PCR 反応を行った。PCR 反応は、TP800 (Takara) を用いて、変性 95ºC 30
秒、アニーリング 59ºC 40 秒、伸長反応 72ºC 60 秒に設定した。増幅回数は
40 回とした。内部コントロールとしてハウスキーピング遺伝子である acidic 
ribosomal phosphoprotein P0（36B4）を用いた。Shati/Nat8l および 36B4 の cDNA




Shati/Nat8l forward 5′-GTGATTCTGGCCTACCTGGA-3′ 
Shati/Nat8l reverse 5′-CCACTGTGTTGTCCTCCTCA-3′ 
36B4 forward 5′-ACCCTGAAGTGCTCGACATC-3′ 
36B4 reverse 5′-AGGAAGGCCTTGACCTTTTC-3′ 
Table 1.The primer used for RT-PCR 
 
突起形態の解析 


















得られた結果は、平均値 ± 標準誤差で表した。統計解析は、対応のない Student 
– t 検定および一元配置分散分析（One-way ANOVA）において有意差が認めら
れた場合のみ、多重比較検定のうちの Bonferroni test を用いて検定し、p < 0.05
を有意差有りとした。一元配置分散分析は、Prism version 5 (GraphPad Software, 





Shati/Nat8l mRNA の脳内発現 
Shati/Nat8l mRNA の脳内発現パターンを検討するために、in situ hybridization 法
を用いて解析した。その結果、Shati/Nat8l mRNA は全脳に分布しており、特に、
前頭皮質錐体細胞層、海馬錐体細胞層、歯状回顆粒細胞層および小脳顆粒細胞
層に多く発現していた (Fig. 1)。Shati/Nat8l mRNA の発現細胞種を検討するため
に、連続脳切片を用いて in situ hybridization 法および免疫組織化学染色法を行っ
た。また、Shati/Nat8l mRNA 陽性細胞の分布は、神経細胞マーカーである NeuN
陽性細胞の分布と同様であった。一方、Shati/Nat8l mRNA 陽性細胞の分布と










Fig. 1. Expression pattern of Shati/Nat8l mRNA in mice brain. 
In situ hybridization analysis was carried out using Shati/Nat8l sense and anti-sense 
probes to detect the expression pattern in serial sections. Anti-sense probe (A),(C)-(F) 
and sense probe (B) are shown. Scale bars in (A) and (B) = 2,000 μm, in (C)-(F) = 


















Fig. 2. Expression pattern of Shati/Nat8l mRNA in the hippocampus. 
In situ hybridization and immunohistochemistry analysis were carried out using 
Shati/Nat8l anti-sense probes to detect the expression pattern in serial sections.  
Shati/Nat8l mRNA, NeuN, GFPA and Iba1 are shown. Scale bars in large figure= 500 
μm, in small figure = 50 μm. 
  
NeuN Iba1 
Shati/Nat8l mRNA GFAP 
22 
 
AAV-Shati/Nat8l による Shati/Nat8l mRNA 過剰発現の確認 
AAV-Shati/Nat8l を用いて SHATI/NAT8L を過剰発現させた神経細胞における
Shati/Nat8l mRNA の発現量を測定した。AAV-Shati/Nat8l によりコントロールと
して使用した AAV-Mock を添加した時と比較して Shati/Nat8l mRNA が 2.4 倍に
増加した (p < 0.05)。さらに、SHATI/NAT8L が合成する NAA および NAAG の
含量を定量したところ、SHATI/NAT8L を過剰発現させた神経細胞において、
Mock群と比較してNAA含量の有意な増加が観察された (p < 0.05)。一方、NAAG













Fig. 3. The effect of AAV-Shati/Nat8l in the neuron. 
Expression levels of Shati/Nat8l mRNA in the AAV-Mock and AAV-Shati/Nat8l 
neurons were measured at 1.5 DIV. n = 3 dishes for each group. The contents of NAA 
and NAAG in the AAV-Mock and AAV-Shati/Nat8l neurons were compared using 










群と比較して樹状突起の長さ (Mock 97.4±6.0 µm, Shati/Nat8l 105.3±7.4 µm, 
n.s.)、神経突起の合計の長さ (Mock 428.2±39.2 µm, Shati/Nat8l 422.1±45.1 µm, 
n.s.)、 細胞体から伸びる突起の数 (Mock 3.86±0.33, Shati/Nat8l 3.29±0.22, n.s.)、












Fig. 4. Overexpression of SHATI/NAT8L in the cultured mice neurons did not 
induce dendrite elongation. 
MAP2 immunostaining shows the morphology of the neuronal dendrites at 4 DIV. GFP 
positive-cells correspond to neurons transfected with the AAV-vector. Dendritic length, 
total neurite length, the number of processes, and the number of branch points per 
neuron were analyzed. No effects were observed in the total dendrite length, dendrite 
length, the number of processes, and the number of branch points by overexpression of 




AAV を用いて SHATI/NAT8L を神経細胞で過剰発現させ、 1.5 日目に
SHATI/NAT8L による軸索形成における影響を検討した。SHATI/NAT8L を過剰発
現させた神経細胞において、AAV-Mock 群と比較して軸索長が増加した (Mock 








Fig. 5. Overexpression of SHATI/NAT8L in the cultured mice neurons induced 
axon outgrowth. 
The neurons were infected with AAV-Mock or AAV-Shati/Nat8l 1 h after the culture 
was started, and Tau-1 immunostaining shows the morphology of neuronal axons at 1.5 
DIV. GFP positive-cells correspond to neurons transfected with the AAV-vector. 
Quantitative analysis shows that overexpression of Shati/Nat8l increases axon length at 





NAA、NAAG および mGluR3 の培養神経細胞の軸索伸長への影響 
Fig. 5 で観察された SHATI/NAT8L によって誘導された軸索形成の促進効果が
mGluR3 を介しているかどうかを確認するために mGluR2/3 アンタゴニストであ
る LY341495 を用いて拮抗実験を行った。その結果、SHATI/NAT8L を過剰発現
させた神経細胞の軸索形成の促進効果の LY341495 による抑制は観察されなか
った  (Mock 194±10 µm, Mock + LY 210±7 µm, Shati/Nat8l 276±10 µm, 
Shati/Nat8l + LY 250±11 µm,  Mock vs Shati/Nat8l, F3,56 = 5.659, p < 0.001; 
Shati/Nat8l vs Shati/Nat8l + LY, F3,56 = 1.605, n.s.)。また、AAV の発現量を増加させ
ていない control の神経細胞へmGluR3のアゴニストであるNAAGを作用させて
も軸索形成は促進されなかった (Control 220±9 µm, NAAG 100 µM 234±9 µm, 



















Fig. 6. mGluR3 is not important for SHATI/NAT8L-induced axon outgrowth of 
primary hippocampal and cortical neurons. 
The neurons infected with AAV-Mock or AAV-Shati/Nat8l were treated with 100 μM 
LY341495 1h after infection with the AAV vector. Tau-1 and GFP were stained at DIV 
1.5. GFP positive-cells correspond to neurons transfected with the AAV-vector. 
Quantitative analysis showes that inhibition of mGluR3 with 100 μM LY341495 does 
not affect SHATI/NAT8L-induced axon outgrowth. n = 5 dishes for each group, **p < 
0.01 vs. AAV-Mock, ***p < 0.001 vs. AAV-Mock (ANOVA with repeated measures 
followed by the Bonferroni’s post-hoc test). The neurons were treated with NAAG 2 h 
after the culture was started. Quantitative analysis shows that activation of mGluR3 
with NAAG does not affect SHATI/NAT8L-induced axon outgrowth. n = 5 dishes for 






されていることから (Ariyannur et al., 2010)、本研究で観察された SHATI/NAT8L
の培養神経細胞での軸索伸長促進作用がエネルギー産生の増強によるものか
どうかを検討するために SHATI/NAT8L を過剰発現させた神経細胞での ATP 産
生量を測定した。SHATI/NAT8L を過剰発現させた神経細胞では Mock 群と比較









Fig. 7. SHATI/NAT8L induced intracellular ATP levels in the mice primary 
hippocampal and cortical neurons. 
The ATP content in the neuron was analyzed at DIV 1.5. Quantitative analysis shows 
that overexpression of Shati/Nat8l significantly increases the ATP content compared 





SHATI/NAT8L は、NAA を合成する NAT であることが報告されており、生合
成された NAA は NAAGS により NAAG へと変換される。NAA は、脳内に高濃
度（約 12 mM）で存在するアミノ酸であり、神経細胞で発現していると考えら
れている（Moffett et al., 1991; Pan and Takahashi, 2005）。一方、NAAG は、神経系
において神経伝達物質として機能しており、mGluR3 のアゴニストであると考え
られている（Neale et al., 2000; 2011）。近年、SHATI/NAT8L やその合成物である
NAA や NAAG、また mGluR3 に関しては、様々な精神疾患との関連性が報告さ
れている。例えば、統合失調症や双極性障害の患者において、mGluR 3 の遺伝
子多型との関連性が報告されている（Harrison et al., 2008; Sartorius et al., 2008）。
そこで、本研究では神経細胞内での SHATI/NAT8L の機能について明らかにする
ために SHATI/NAT8L の樹状突起や軸索の形成の関与について検討を行った。 
AAV を用いて SHATI/NAT8L を過剰発現させた神経細胞では、Shati/Nat8l 
mRNA の発現が有意に増加していた (Fig. 3)。また、SHATI/NAT8L が合成する
NAA の含量も同様に、AAV-Shati/Nat8l により有意に増加していた。一方で、
NAAG の含量には変化が観察されなかった (Fig. 3)。NAAG は、NAA とグルタ
ミン酸から生成されるため、その量は NAA の量に依存していると考えられてい
る (Wang et al., 2013)。今回の実験は、DIV 1.5 の培養細胞を用いていることから、
NAAGを有意に増加させる量のNAAが合成できていなかったためと考えられる。
第 3 章で同じ AAV-Shati/Nat8l をマウス脳に注入して実験を行った結果、NAA お
よび NAAG も有意に増加していることから、本実験条件では、培養神経細胞で
は、NAA から NAAG の変換に必要な酵素や基質が十分でないこと、また、添加








つ目として、SHATI/NAT8Lにより合成された NAA が NAAG になり、その NAAG
が細胞間隙に放出され mGluR3 に作用するという可能性、2 つ目はミトコンドリ
アで SHATI/NAT8L によって NAA が合成され、ミトコンドリアの機能変化を引
き起こした可能性である。前者の可能性を検討するために mGluR2/3 アンタゴニ
ストである LY341495 を用いて SHATI/NAT8L を過剰発現させることによって誘
導された軸索形成の促進効果が抑制されるかを検討した。その結果、
SHATI/NAT8L を過剰発現させることによって誘導された軸索形成の促進効果は
LY341495 によって抑制されなかった (Fig. 6)。さらに、mGluR3 のアゴニストで
ある NAAG を作用させても軸索の形成に影響はみられなかった。後者の可能性
を検討するために SHATI/NAT8L を過剰発現させた細胞での ATP の産生量を測
定した。その結果、Mock 群と比較して SHATI/NAT8L を過剰発現させた細胞で
ATP の産生量が有意に増加していた (Fig. 7)。これらのことから SHATI/NAT8L
がミトコンドリアのエネルギー産生に関与している可能性が考えられる。






































第 2 章 






 SHATI/NAT8L は NAA を合成する N-アセチル転移酵素活性を有することが報
告されている (Ariyannur et al., 2010)。また、NAA は脳内に最も多く存在するア
ミノ酸であるが、不明な点が多く研究が活発に行われている  (Tsai et al., 1995)。
NAA の脳内含量は核磁気共鳴を応用した Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy (MRS) を用いて定量することが可能である。この技術を用いて、
NAA の脳内含量と様々な精神疾患との関連が報告されている（Joseph et al., 
2000; Sharwin et al., 2013）。例えば、統合失調症患者と健常者の前頭前皮質にお
ける NAA の脳内含量を MRS により測定した結果、統合失調症患者では、健常
者と比較して、有意に減少していた (Joseph et al., 2000)。また、注意欠損多動性




 マウスおよび Shati+/- マウスは、NAA の脳内含量の低下、自発運動量
の増加、社会性行動の低下、強制水泳試験での無働時間の減少を示すことが報
告されている (Furukawa-Hibi et al., 2012; Toriumi et al., 2015)。これらのマウスに
NAA を投与する回復実験を行った報告では、NAA を 1 回だけ脳室内投与すると
Shati
+/- マウスの強制水泳試験での無動時間の減少が抑制されるが、Shati-/- マウ
スの場合は影響をうけなかった (Toriumi et al., 2015)。つまり、NAA を一過性
に補給しても、Shati-/- マウスの行動異常を抑制することができなかったという
結果が得られている。緒言で記載したように、NAA は NAAG の合成とオリゴデ
ンドロサイトでの髄鞘脂質の合成に利用されるため、持続的な NAA の補給が必
要である可能性がある。また、マウスのオリゴデンドロサイトの髄鞘形成は、




に減少することが報告されている（Berthele et al., 1999）。これらのことを考え合
わせ、Shati-/- マウスでの NAA の減少は、幼若期からの髄鞘形成や、胎児期から
の神経伝達に影響を与えている可能性を私は考えた。特に、脳において、神経
細胞とグリア系細胞のコミュニケーションは、中枢神経系の機能において重要
な役割を果たしている (Nave et al., 2012)。また、髄鞘形成は、全脳において出
生後の 1 週前後から始まるが、高次機能を司る前頭前皮質は、形成速度が他の
脳部位と比較して遅く、前頭前皮質での髄鞘形成遅延や不全は社会性行動の低
下を示すことが報告されている (Gonsalvez et al., 2015; Liu et al., 2012)。私が
Shati/Nat8l mRNA の脳での発現量を胎生 15 日目から出生後 56 日目まで経時的
に測定した結果が Fig. 8 である。Fig. 8 に示すようにマウス脳では出生後に
Shati/Nat8l mRNA の発現量が急激に上昇していることから、生後 7 日目から 21
日目に重要な役割を担っている可能性がある。しかしながら、SHATI/NAT8L の
発達における役割は分かっていない。そこで、Shati-/-マウスの行動変化を検討す
ると共に、髄鞘形成過程の遅延を検討するために 3 週齢と 10 週齢の Shati-/-と
Shati





















Fig. 8. Expression of Shati/Nat8l mRNA in the whole brain of mice. 
Real-time RT-PCR analysis of Shati/Nat8l mRNA in whole brains of mice was 
performed. To standardize the PCR products, we used primers for 36B4 as an internal 
control.  The Shati/Nat8l mRNA levels were expressed as the percentage relative to P7 










餌の条件下、1 プラスチックケージあたり 3-4 匹の飼育を行った。また、マウ
スの飼育は、室温 22 ± 2ºC、湿度 55 ± 10%、定時間照明 (7:00-19:00) の環境下
で行った。実験動物の取り扱いは、National Institutes of Health のガイドラインに
従い、富山大学動物実験取扱規則および文部科学省動物実験規則に準じて飼育
および実験に使用し、富山大学動物実験委員会および DNA 遺伝子組換え委員会




 mice の Genotyping 
遺 伝 子 型 を 確 認 す る た め の DNA 抽 出 は 、 マ ウ ス の 尾 部 か ら
REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kit (Sigma)を用いて行った。抽出した DNA は、
phenol 抽出および ethanol 沈殿の操作により精製後、polymerase chain reaction 
(PCR) 反応を行った。PCR 反応は Thermal cycler (TP800 Takara)を用いて、変性
94ºC 10 秒、アニーリング 64ºC 5 秒、伸長反応 72ºC 60 秒に設定し、 
PrimeSTAR (Takara) を用いて行った。増幅回数は 30 回とした。PCR 反応に用い
たプライマーの塩基配列は、WT forward, CTATGAGTCACTGGGCTTCAGAC ; 
KO forward, CGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTC; WT & KO reverse, 
TGTTGTAGAGGTTCTGTGCTTGAT である。この場合、WT では 504 bp、KO で
は 972 bp、Hetero 型マウスでは 504 bp と 972 bp の両方の DNA が増幅される。






















Genotyping pattern were detected by using PCR method. Lower band indicates PCR 
products from wild type genomic DNA (504 bp). On the other hand, Upper band 
indicates PCR products from the deletion of Shati/Nat8l genomic DNA (972 bp). WT: 
Shati
+/+
 mice, He: Shati
+/-











Real- time reverse transcription (RT)-PCR 法 
マウスを断頭し、直後に前頭前皮質を摘出した。抽出後の操作は、第 1 章に
準じた。第 1 章で用いたプライマー以外に、下記のプライマーを使用した。 
 
primer sequence 
BDNF forward 5′-GCAAACATGTCTATGAGGGTTCG-3′ 
BDNF reverse 5′- ACTCGCTAATACTGTCACACACG-3′ 
ATP citrate lyase forward 5′- GAAGCTGACCTTGCTGAACC-3′ 
ATP citrate lyase reverse 5′- CCGTAATTCGCCAGTTCATT-3′ 
ASPA forward 5′- CATTGAGCATCCTT-3′ 
ASPA reverse 5′-TGAGGCTGAGGACCAACTTC-3′ 
Table 2. The primer used for RT-PCR 
BDNF, brain-derived neurotrophic factor, ATP citrate lyase, adenosine triphosphate 
citrate lyase; ASPA, aspartoacylase 
 
免疫組織化学染色法 
第 1 章に準じた。第 1 章で使用した一次抗体に加えて、一次抗体 [各 1:500 




作成した切片を充分乾燥させた後、4% PFA を加えて 15 分間静置した。TBS-T
で洗浄後、2% cresyl violet (sigma)を含む TBS-T で 10 分間染色した。脱色および
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In situ hybridization 法および免疫組織化学染色法に準じてマウス脳切片を作成
し、4% PFA in PBS にて固定した。固定後の脳切片の TUNEL 染色は、in situ 
Apoptosis Detection Kit (Takara, Kusatsu, Japan)を用いて推奨プロトコール (添付




脳組織を lysis buffer (150 mM NaCl、5 mM EDTA、1% triton X-100、0.5% sodium 
deoxy cholate (Wako, 192-08312)、0.001% phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 
(Wako, 195381)、protease inhibitor cocktail (Nacalai, 25955-11)、phosphatase inhibitor 
cocktail (Nacalai, 07575-51), 50 mM Tris-HCl (pH7.5)) に溶解し、超音波破砕機 
(XL-2000 sonicator (Misonix, Farmingdale, NY)) でホモゲナイズした後、15,000 
rpm, 4ºC, 15 分間遠心して、上清を細胞抽出液として回収した。サンプルは
bicinchoninic acid (BCA) 法 (Wako, 297-73101) によってタンパク質濃度を定量
し、1 µg / µl となるように lysis buffer および 2% SDS を加えて 100ºC、5 分間加
熱した。次いで 10% acrylamide ゲルを用いて 0.02 A の定電流で電気泳動 (Biorad, 
Berkeley, CA) した。泳動後のゲルを、あらかじめ 100% methanol に 20 秒間、蒸
留水に 1 分間、blotting buffer (10% methanol,192mM glycine, 20 mM Tris-HCl 
(pH7.5)) に 5 分間浸すことで親水化させた polyvinylidene fluoride (PVDF) 膜 
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(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) に 100V の定電圧で電気泳動装置(Bio rad, 
Hercules, CA, 165-8000) にて 1時間ブロッティングした。ブロッティング終了後、
5% skim milk (Morinaga, Tokyo, Japan) 中で 1 時間ブロッキングを行った。PVDF
膜を TBS-T で希釈した抗 1 次抗体 （1:1000 MBP）に浸し、4ºC で一晩反応させ
た。TBS-T で 10 分間ずつ 3 回洗浄した後、TBS-T でに希釈した 2 次抗体 (1:5000) 
に浸し、室温で 1 時間反応させた後、TBS-T で 10 分間ずつ 3 回洗浄した。この
PVDF 膜を Electrochemiluminescence (ECL) 検出用試薬  (Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany) と反応させた後、CCD カメラ (Image Quant LAS 4000mini 
(GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan)) で検出した。MBP の定量は、既報に従った 
(Harauz et al., 2004, Haroutunian et al., 2014)。 
 
脳組織中の NAA および NAAG 含量の測定 
回収した組織重量の 10 倍容量の 0.1 M perchloric acid を加え、ホモジゲナイ





Locomotor activity measurement (行動量測定) 
行動量の測定は、既報に従って行った（Miyamoto et al., 2014）。ホームケージ
とは異なるアクリル製の四角い箱（40×40×30 cm）の中でマウスを自由に行動さ







Y-maze test (自発的交替行動) 
自発的交替行動を測定する Y-maze test は、既報に従って行った（Furukawa-Hibi 
et al., 2012）。マウスを Y 字型迷路アームの１つ（40×10×12 cm）の先端に置い
た後、8 分間マウスを自由に行動させ、マウスが進入したアームを順番に記録し
た。各アームへの進入回数（total arm entries）と連続して異なるアームを選択し
た回数（交替行動回数: number of alternations）を記録した。指標となる交替行動
率（alternation behavior (%)）を以下の式で算出した。 
 
 交替行動率（alternation behavior (%) = 








A B C A C A B C A B A C
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Three chambered social interaction test（社会性試験） 
社会性行動を測定する three chambered social interaction test は、既報に従って行
った（Nadler et al., 2004; Nakatani et al., 2009）。アクリル製の 3 つのチャンバー















Elevated plus-maze test（高架式十字迷路） 
不安様行動を測定する elevated plus-maze は、既報に従って行った（Fu et al., 
2017）。2 つのオープンアーム（25×5×5 cm）、2 つのクローズアーム（25×5×27 
cm）および、プラットホーム（5×5 cm）で構成された高架式十字迷路の装置を
用いた。走路面の床からの高さは 55 cm とした。この装置を用いて、マウスが





Glyceryltriacetate (GTA) 投与 
GTA (Wako, 204-02265) の投与方法や投与量は、既報を参考にした (Arun et al., 
2010, Mathew eta al., 2005)。GTA もしくは水の投与は、出生後 7 日目から 14 日
目までは 4.2g / kg、15 日目から離乳日までは 5.8 g / kg を経口的に行い、離乳後








Fig. 10. The schedule of GTA treatment 
GTA treatment and several behavioral experiments were performed following this 
schedule.  After GTA treatment, behavioral experiments were performed in the 
following order; locomotor activity, social interaction test and elevated plus-maze test.   
 
NAA 投与 
NAA の投与方法は、既報を参考にした (Toriumi et al., 2015)。pentobarbital (50 
mg/kg i.p.)麻酔下のマウスに対して、28 G のステンレスニードルを側脳室 (AP 
-0.6 mm, ML +1.0 mm, DV -2.5 mm) に埋めこみ、3 日間ホームケージで単独飼育
し、回復させた。薬物投与は、行動実験の各セッション 30 分前に行い、Saline に





電子顕微鏡での解析は、既報に従い行った(Mattan et al., 2010)。ペントバルビタ
ール麻酔下のマウスに対して、左心室より 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4, 
Nacalai, 06516-64)、2.0% glutaraldehyde (Nacalai, 17051-46)を含む 0.1 M sodium 
cacodylate buffer (pH 7.4) の順で灌流し、マウス脳を固定した。固定後のマウ
ス脳から、前頭前皮質を含む脳片 (1 辺 1-2mm の立方体) を作成し、脳片を
0.1M Sodium cacodylate buffer (pH 7.4)で洗浄した。脳片を洗浄後、1% osmium 
oxide（Wako, 157-00404）で再度固定し、etanol で段階的に脱水した。脱水後、
脳片を propylene oxide  (Wako, 161-05023)で置換し、エポキシ樹脂にて包埋した。
包埋後、ウルトラミクロトーム (Ultracut microtome, Leica)にて、脳切片 (100 nm) 
を作成し、2% uranyl acetate にて染色を行い、蒸留水で洗浄した後に風乾させた。








得られた結果は、平均値 ± 標準誤差で表した。統計解析は、対応のない Student 
– t 検定および一元配置分散分析（One-way ANOVA）において有意差が認めら
れた場合のみ、多重比較検定のうちの Bonferroni test を用いて検定した。p < 0.05
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を有意差有りとした。一元配置分散分析は、Prism version 5 (GraphPad Software, La 




マウス脳での Shati/Nat8l mRNA の発達過程に伴う変化 
マウスの脳での発達過程での経日的な Shati/Nat8l mRNA の発現量の変化を検討
するために、Real- time RT PCR 法を用いて定量した。内部コントロールである
36B4に対する全脳における Shati/Nat8l mRNA発現量は発達に伴って増加してい
た (P7での発現量を 100 %とした時、E15.5 = 8.72 ± 1.39%, P7 = 100.00 ± 19.67%, 
P14 = 205.78 ± 28.58%, P21 = 390.11 ± 24.09%, P42 = 572.32 ± 40.62% and P56 = 
















+/+マウスの脳に対して Nissl 染色を行った。幼若期および青年期の Shati+/






った。 (NeuN positive cell, juvenile Shati+/+ mice = 1343 ± 66 cells / cm2, juvenile 
Shati
-/-









 mice = 1235 ± 81 cells / cm
2
; GFAP positive cell, juvenile Shati
+/+
 mice = 








 mice = 




 mice = 110 ± 16 / cm
2 
; Iba1 positive cell, juvenile 
Shati
+/+













 mice = 245 ± 13 cells / cm
2
; Olig2 
positive cell, juvenile Shati
+/+




 mice = 284 ± 








 mice = 295 ± 23 
cells / cm
2
) (Fig. 14, 15)。一方、髄鞘タンパク質の発現を検討するために行った
MBP の免疫染色およびウエスタンブロットでは、幼若期の Shati-/-マウスにおい
て有意な減少が検出された (Shati+/+ mice = 1.00 ± 0.13, Shati-/- mice = 0.66 ± 0.09, 



















Fig. 11. Nissl staining for 8 week-old mice brain of Shati
-/-
 mice. 




 mice brain. No difference in the 





















Fig. 12. Nissl staining for 10 day-old mice brain of Shati
-/-
 mice. 




 mice brain. No difference in the 

































Fig. 13. TUNEL staining of the PFC. 























Fig. 14. Immunostaining of the PFC 
The expression pattern of Olig2 and NeuN in the PFC of juvenile (3 weeks old) and 




 mice were detected by immunohistochemistry 























Fig. 15. Immunostaining of the PFC 
The expression pattern of Iba1 and GFAP in the PFC of juvenile (3 weeks old) and adult 




 mice was detected by immunohistochemistry 






















 mice were detected by immunohistochemistry analysis. Scale bars 





 mice were detected by Western blot analysis. Values represent the 
mean ± S.E.M. (n = 5).  *p < 0.05 vs. Shati
+/+
 mice (Student-t test).
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 青年期マウスの各脳部位における NAA および NAAG の含量 
SHATI/NAT8L が合成する NAA および NAAG の脳内含量を定量するために、
HPLC 法を用いた。Shati+/+ マウスの NAA 脳内含量は、今回、測定した脳部位
では、いずれも約5 µmol/gであり、いずれの脳部位でも同程度であった (Fig. 17)。
Shati
-/-マウスの NAA 脳内含量は、Shati+/+マウスと比較して有意に減少し、いず
れの脳部位でも約 1 µmol / g であった。一方、Shati+/+マウスの NAAG 脳内含量
は、視床および中脳に多かったが、Shati-/-マウスにおいて NAAG はいずれの脳
部位でも検出されなかった。定量しているピークが NAA および NAAG の標準
物と同じであるかどうか確認するために、質量分析を行った。その結果、マウ
ス脳における NAA と NAAG のピークは、標準物のピークと同一の物質であっ
た。また、質量分析により Shati-/-マウスの脳内にも微量の NAAG が存在するこ









































































































































































































NAAG in the prefrontal cortex of Shati+/+ mice 
NAAG in the prefrontal cortex of Shati-/- mice 
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and the MS analysis of NAA and NAAG (C-H). 





mice by using HPLC method. (B) NAAG contents of wild type mice were detected by 
using HPLC method. That of Shati
-/-
 mice could not be detected. (C) commercial NAA, 
(D) NAA from the whole brain of Shati
+/+
, (E) NAA from the whole brain of Shati
-/-
 
mice, (F) commercial NAAG, (G) NAAG from the whole brain of Shati
+/+
 and (H) 
NAAG from the whole brain of Shati
-/-
 mice were detected by mass spectrum analysis. 
Values are mean ± SEM (n = 3 mice / each brain regions) *p < 0.05 vs. Shati+/+ mice 
(Student-t test). **p < 0.01 vs. Shati
+/+
 mice (Student-t test). ***p < 0.005 vs. Shati
+/+
 
mice (Student-t test). # indicates a NAA peak, ★ indicates a NAAG peak. OB: 
Olfactory Bulb, FC: Frontal Cortex, Nac: Nucleus Accumbens, STR: Striatum, TH: 








 と Shati-/- マウス群における行動量を、行動量測定装置 Scanet MV-40 
を用いて 60 分間測定した。Shati+/+マウス群は Shati-/-マウス群と比較して、自発
運動量が有意に増加した（Shati+/+ mice = 23132.88 ± 981.77 counts, Shati-/- mice = 















 mice showed hyper activity in a novel environment compared with Shati
+/+
 mice. 
Values represent the mean ± SEM. (n = 15). *p < 0.05 vs. Shati
+/+




Spontaneous alternation behavior による短期作業記憶の測定 
Shati
+/+
 と Shati-/- マウス群における、Y-maze test による自発的交替行動を測
定した。両群間の交替行動率（Shati+/+ mice = 71.06 ± 1.74%, Shati-/- mice = 69.18 ± 











Fig. 19. Spontaneous alternation behavior in Shati
-/-
 mice.  











Three chambered social interaction test による社会性行動の測定 
Shati
+/+
 と Shati-/- マウスにおける社会性行動に差異があるかどうかを検討す




ーチした時間が有意に減少した (Stranger; Shati+/+ mice = 63.63 ± 1.78%, Shati-/- 














Fig. 20. Social interaction in Shati
-/-
 mice. 
In three-chambered social interaction test, a novel object was placed in a wire cage in 
the chamber on one side, and a stranger mouse (C57BL/6J) was placed in a wire cage in 
the chamber on the other side. Shati
-/- 
mice were more interested to a novel object, but 
not to a stranger mouse compared with Shati
+/+
 mice.Values represent the mean ± 
S.E.M. (n = 9). ***p < 0.001 vs. Shati
+/+





Elevated plus-maze test の測定 
Shati
+/+マウス群は Shati-/-マウス群と比較して、オープンアームに滞在した時
間（Shati+/+ mice = 34.97 ± 2.63 s, Shati-/- mice = 81.80 ± 8.36 s, p < 0.001）が有意に










Fig. 21. Impulsivity behavior in Shati
-/-
 mice.  
Shati
-/-
 mice spent long duration in the open arms of the elevated plus-maze test 
compared with Shati
+/+
 mice. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 9) ***p < 0.001 
vs. Shati
+/+








+/+マウスと Shati-/-マウスに対して GTA あるいは Vehcle を投与した群にお
ける行動量を、行動量測定装置 Scanet MV-40 を用いて 60 分間測定した。Shati-/- 
/ Veh マウス群は Shati+/+ / Veh マウス群と比較して、自発運動量が有意に増加し
た。一方、両群とも GTA 投与による影響は観察されなかった。（Shati+/+ / Veh mice 
= 22917.3 ± 1359.6 counts, Shati
-/-
 / Veh mice = 26761.3 ± 999.6 counts, Shati
+/+
 / GTA 
mice = 24406.2 ± 1419.8 counts, Shati
-/-
 / GTA mice = 24556.6 ± 1302.8 counts; 
Shati
+/+
 / Veh mice vs. Shati
-/-







Fig. 22. Locomotor activity in Shati
-/-
 mice treated with GTA. 





 mice.  On the other hand, GTA itself treatment did not affect the 
locomotor activity in Shati
+/+
 mice.  Veh: vehicle, GTA: glyceryltriacetate. Values 
represent the mean ± SEM. (n = 10). *p < 0.05 vs. Shati
+/+
 / Veh mice (ANOVA 




Three chambered social interaction test による社会性行動の測定 
Shati
+/+マウスと Shati-/-マウスに対して GTA あるいは Vehcle を投与した群の社





有意減少していた。一方で、GTA を投与した Shati-/-マウス群と Vehcle を投与し
た Shati+/+マウス群との間のアプローチ時間には差が観察されず、GTA の投与に
よって社会性行動の減少が抑制された。(Strenger; Shati+/+ / Veh mice = 63.91 ± 
1.62%, Shati
-/-
 / Veh mice = 50.06 ± 2.29%, Shati
+/+
 / GTA mice = 64.63 ± 1.47%, 
Shati
-/-
 / GTA mice = 63.11 ± 1.69%; Shati
+/+
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice F3,47 = 
5.551; p < 0.001, Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / GTA mice, F3,47 = 5.188, p < 0.001; 
Shati
+/+
 / GTA mice vs. Shati
-/-














Fig. 23. Three-chambered social interaction test in Shati
-/-
 mice treated with GTA 
In the three-chambered social interaction test, Shati
+/+
 mice were more interested in a 
stranger mouse compared with Shati
-/-
 mice. Values represent the mean ± SEM. (n = 12). 
***p < 0.001 vs. Shati
+/+
 / Veh mice, 
###
p < 0.001 vs. Shati
-/-
 / Veh mice (ANOVA 




Elevated plus-maze test による衝動性の測定 
Shati
+/+マウスと Shati-/-マウスに対して GTA あるいは Vehcle を投与した群の不
安様行動を示すかどうかを検討するために、light/dark box test とは異なる不安様
行動評価法として elevated plus-maze test を行った。Vehcle を投与した Shati-/-マ
ウス群は Shati+/+ / Veh 群と比較して、オープンアームに滞在した時間が有意に
増加した。一方で、GTA を投与した Shati-/-マウス群は、Vehcle を投与した Shati+/+
マウス群との間に差はなかった (Shati+/+ / Veh mice = 38.49 ± 27.7 s, Shati-/- / Veh 
mice = 81.62 ± 6.75 s, Shati
+/+
 / GTA mice = 49.49 ± 3.14 s, Shati
-/-
 / GTA mice = 52.16 
± 3.69 s; Shati
+/+
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice, F3,47 = 6.608, p < 0.001; Shati
-/-
 / 
Veh mice vs. Shati
+/+
 / GTA mice, F3,47 =4.923, p < 0.001; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 









Fig. 24. Elevated plus-maze test in Shati
-/-
 mice treated with GTA. 
A difference in the duration of time spent in the open arms of the elevated plus-maze 





 mice.  Values represent the mean ± S.E.M. (n = 12). ***p < 0.001 vs. Shati
+/+
 
/ Veh mice, 
###
p < 0.001 vs. Shati
-/-
 / Veh mice (ANOVA followed by Bonferroni’s 




幼若期の GTA 投与の効果 
Three chambered social interaction test による社会性行動の測定 
Shati
+/+マウスと Shati-/-マウスに対して幼若期（出生後 7 日目から出生後 21 日
目）のみに GTA あるいは Vehcle を投与した場合に社会性行動に差異があるかど






なかった (Strenger; Shati+/+ / Veh mice = 61.40 ± 1.81%, Shati-/- / Veh mice = 50.71 ± 
1.71%, Shati
+/+
 / GTA mice = 60.32 ± 2.02%, Shati
-/-
 / GTA mice = 59.18 ± 1.40%; 
Shati
+/+
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice, F3,31 = 6.573, p < 0.001; Shati
-/-
 / Veh mice vs. 
Shati
+/+ 
/ GTA mice ,F3,31 =5.905, p < 0.01; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / GTA 







Fig. 25. Three-chambered social interaction test in Shati
-/-
 mice treated with GTA. 




 pups from postnatal day 7 to 21. Shati
-/- 
mice showed reduced social interaction, but it was ameliorated by juvenile GTA 
treatment. Values represent the mean ± SEM. (n = 8). ***p < 0.001 vs. Shati
+/+
 / Veh 
mice, 
##
p < 0.01 vs. Shati
-/-




NAA 投与による Shati-/-マウスの行動障害への影響 
Three chambered social interaction test による社会性行動の測定 
Shati
+/+マウスと Shati-/-マウスに対して青年期に NAA あるいは Vehcle を投与し
た群の社会性行動に差異があるかどうかを検討するために、 three chambered 





意に減少していたが、NAA 投与群と Vehcle 投与群との間に有意な差は観察され
なかった。(Strenger; Shati+/+ / Veh mice = 69.04 ± 3.20%, Shati-/- / Veh mice = 52.11 ± 
2.84%, Shati
+/+
 / NAA mice = 65.28 ± 3.78%, Shati
-/-
 / NAA mice = 53.20 ± 3.05%; 
Shati
+/+
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice, F3,31 = 5.268, p < 0.01; Shati
+/+
 / Veh mice vs. 
Shati
-/-
 / NAA mice, F3,31 =4.926, p < 0.05; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
+/+
 / NAA 















Fig. 26. Three-chambered social interaction test in Shati
-/-
 mice treated with NAA. 
In three-chambered social interaction test, the mice were administrated NAA into the 
cerebral ventricle on each test days. Shati
+/+
 mice were more interested to a novel object, 
but not to a stranger mouse compared with Shati
-/-
 mice. NAA repeated administration 
did not ameliorates reduced behavioral deficits in Shati
-/-
 mice. Values represent the 
mean ± SEM. (n = 8). **p < 0.01, *p < 0.05 vs. Shati
+/+
 / Veh mice, 
#
p < 0.05 vs. Shati
-/-
 









GTA 投与により Shati-/-マウスの示す行動異常が抑制されたことから、GTA 投
与がマウス脳に与えた影響について生化学的な検討した。Shati-/-マウスの前頭前
皮質において BDNF の有意な減少が報告されている（Furukawa-Hibi 2012）そこ
で、BDNF の発現量の減少が GTA の投与で抑制されるのかどうかを確認した。
その結果、Furukawa-Hibi (2012) らの報告と同様に Shati-/-マウスでは、前頭前皮
質で、BDNF の減少が示され、この減少は GTA 投与により抑制されていた 
(Shati
+/+
 / Veh mice = 100 ± 13.4%, Shati
-/-
 / Veh mice = 65.5 ± 8.3%, Shati
+/+
 / GTA 
mice = 107.3 ± 12.4%, Shati
-/-
 / GTA mice = 96.1 ± 12.1%; Shati
+/+
/ Veh mice vs. 
Shati
-/-
 / Veh mice, F3,31 = 3.526, p < 0.05; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
+/+
 / GTA 
mice ,F3,31 =4.274, p < 0.01; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / GTA mice, F3,31 = 3.128, p < 
0.05) (Fig. 27)。また、幼若期の Shati-/-マウスの示す MBP の減少も出生後 7 日
目から 21 日目までの GTA 投与で抑制された (Shati+/+ / Veh mice = 1.00 ± 0.11, 
Shati
-/-
 / Veh mice = 0.67 ± 0.07, Shati
+/+
 / GTA mice = 1.05 ± 0.09, Shati
-/-
 / GTA mice 
= 1.01 ± 0.12; Shati
+/+
/ Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice, F3,27 = 4.272, p < 0.01; Shati
-/-
 / 
Veh mice vs. Shati
+/+
 / GTA mice , F3,27 =4.877, p < 0.001; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 
/ GTA mice, F3,27 = 4.422, p < 0.01) (Fig. 28)。さらに、髄鞘形成について、微細構
造における形成についても観察するために、電子顕微鏡を用いて 3 週令の幼若
マウスの髄鞘の構造を観察した。髄鞘の厚さを評価する G-ratio を ImageJ で
測定したところは各マウス群間で有意な差は観察されなかったが (Shati+/+ / 
Veh mice = 0.627 ± 0.002, Shati
-/-
 / Veh mice = 0.625 ± 0.020, Shati
+/+
 / GTA mice = 
0.636 ± 0.023, Shati
-/-
 / GTA mice = 0.640 ± 0.020; Shati
+/+
/ Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh 
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mice, vs. each groups n.s.)、有髄神経の軸索数を計測したところ、Shati-/-マウスに
おいて有意な減少がされた。この有意な減少は、出生後 7 日目から 21 日目まで
の GTA 投与により有意に抑制されたが、Shati+/+マウス群のレベルまでは回復し









 / GTA mice = 0.081 ± 0.005; 
Shati
+/+
/ Veh mice vs. Shati
-/-
 / Veh mice, F3,179 = 9.063, p < 0.001; Shati
+/+
 / Veh mice 
vs. Shati
-/-
 / GTA mice, F3,179 = 4.526, p < 0.001 ; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
+/+
 / GTA 
mice, F3,179 = 8.176, p < 0.001; Shati
-/-
 / Veh mice vs. Shati
-/-
 / GTA mice, F3,179 = 3.639, 














Fig. 27. The expression of BDNF mRNA in Shati
-/-
 mice treated with GTA. 
BDNF mRNA levels in the PFC were measured by real-time RT-PCR analysis. The 




 mice was detected, 
but GTA treatment rescue these difference. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 8) 
*p < 0.05 vs. Shati
+/+
 / Veh mice, 
#
p < 0.05, 
##
p < 0.01 vs. Shati
-/-
 / Veh mice (ANOVA 













Fig. 28. The expression of MBP in Shati
-/-
 mice treated with GTA. 




 mice was detected by 
Western blot analysis. GTA treatment revealed the decreased expression of MBP in the 
brain of juvenile Shati
-/-
 mice. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 7). **p < 0.01 
vs. Shati
+/+
 / Veh mice, 
##
p < 0.01, 
###
p < 0.001 vs. Shati
-/-
 / Veh mice (ANOVA 
























Fig. 29. Electron micrographs of axons in the PFC in Shati
-/-
 mice treated with 
GTA. 
Electron micrographs of axons in the PFC were showed. Scale bar, 2.0 μm. There is no 
difference in g ratio of the PFC between each mice group. Values represent the mean ± 
S.E.M. (n = 210 axons). The number of myelinated nerve fiber in mice were indicated. 
GTA treatment reversed the decreased number of myelinated nerve fiber in the brain of 
juvenile Shati
-/-





p < 0.01 vs. Shati
-/-







(Prokesch et al., 2016)、関連遺伝子の発現を検討した。その結果、NAA 分解酵素
ASPA mRNA の発現量は青年期、幼若期ともに有意な変化は確認できなかったが、
ATP クエン酸シンターゼの発現は幼若期においてのみ有意に減少していた (p < 










































Real-time RT-PCR analysis of mRNA of SHATI/NAT8L related genes were performed.  
To standardize the PCR products, we used primers for 36B4 as an internal control. The 





 mice was detected. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 3 or 4). *p < 0.05 vs. 
Shati
+/+
















Fig. 31. The level of acetate in the brain of Shati
-/-
 mice. 





 mice was detected by acetate assay. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 
3 or 4) *p < 0.05 vs. Shati
+/+

















SHATI/NAT8L は NAA 合成酵素であり、現在のところ脳では NAA を合成する
他の合成酵素は報告されていない。LC-MS を用いて、Shati-/-マウスの前頭前皮
質における NAA および NAAG の含量の微量分析を行った。その結果、Shati-/-
マウスの前頭前皮質における NAA および NAAG の含量は、Shati+/+マウスと比
較して著しく少ないが、検出された。このことから、SHATI/NAT8L 以外に NAA
を供給する経路が存在することが示唆された。この未知の経路については今後
の検討課題であるが、SHATI/NAT8L が NAA の主たる供給源であることは間違
いと考えられる。 
SHATI/NAT8L の合成産物である NAA はオリゴデンドロサイトに発現してい
る ASPA により分解を受け、アセチル CoA に変換させた後、髄鞘脂質の合成に
利用されることが報告されているため (Chakraborty et al., 2001) 髄鞘マーカー
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の行動実験を行った。その結果は、既報 （Furukawa-Hibi et al., 2012, Toriumi et 
al., 2015）と一致しており、自発運動量の増加、社会性行動の低下を示した。ま
た、既報において、青年期の Shati-/-マウスに対して NAA を投与しても Shati-/-マ











の示す行動異常への効果を検討した。酢酸の供給は、既報 （Arun et al., 2010, 




な増加が継続されることが報告されている（Mathew eta al., 2005）。また、GTA
投与により、ASPA 欠損マウスの異常行動の一部が抑制されることが報告されて
いる (Arun et al., 2010)。ASPA 欠損マウスでも脳内の酢酸含量が低下しているこ


































































素 GCP-Ⅱの阻害剤の (R,S)-2-phosphono-methyl-pentanedioic acid (2-PMPA) や
ZJ43 投与により改善される（Olszewski et al., 2004, 2012）。このように、
SHATI/NAT8L の活性が関与する NAA、NAAG および mGluR3 は様々な精神疾患
と関連があり、新たな新薬開発の標的となりうる。一方、精神疾患のうち、自
閉症においては、NAA の脳内含量が青年期において増加していることが報告さ
れている（Aoki et al., 2012）。 
 本研究では、前頭前皮質における SHATI/NAT8L の役割を検討するために、










C57BL/6J マウス （8 週齢、Japan SLC, Inc. Hamamatsu, Japan）を使用した。
その他の事柄は、第 2 章に準じた (A2015PHA-23, G2015PHA-15)。 
 
アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター 
AAV ベクターは、第 1章に準じたものを使用した。pentobarbital (50 mg / kg i.p.)
で麻酔後、脳定位固定装置（SR-5M, Narishige, Tokyo, Japan）に固定された 8 週
齢の雄性 C57BL/6J マウスの両側前頭前皮質（AP = +1.7, ML = ±0.3, DV = +1.5）
(Paxions and Franklin, 2008) の片側に 701N (Hamilton Company, Reno, NV) シリン
ジを用いてこの AAV ベクターを 0.5 l ずつマイクロインジェクション注入し、













Production and use of adenoassociated virus (AAV) vectors for SHATI/NAT8L. 
 
参考 9. AAV ベクターおよび注入部位の模式図 
 
Real- time reverse transcription (RT)-PCR 法 
第 1 章に準じた。  
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In situ hybridization 法 
第 2 章に準じて行った。 
 
行動実験 
Locomotor activity measurement (行動量測定) 
第 2 章に準じて行った。 
 
Y-maze test (自発的交替行動) 





Novel object recognition test（新奇物体認知試験） 
認知能力を測定する novel object recognition test は、既報に従って行った
（Furukawa-Hibi et al., 2012）。連続した 3 日間、マウスをアクリル製の四角い箱
（30×30×35 cm）で 1 日 30 分間探索させた (habituation)。4 日目に、箱内に 2 つ
の物体を置き、マウスを入れ、それぞれの物体にマウスがアプローチした時間
と回数を 10 分間測定した（training）。いったんマウスをホームケージに戻し、
training から 24 時間後に、一方の物体を新奇物体に変えて同様にマウスを箱に入








Three chambered social interaction test（社会性試験） 
第 2 章に準じて行った。 
 
Light/dark box test（明暗箱試験） 
不安様行動を測定する light/dark box test は、既報に従って行った（Fu et al., 
2017）。2 つのコンパートメント（15×30×15cm）からなる明暗箱の中でマウスを









Forced swimming test（強制水泳試験） 
うつ様行動を測定する forced swimming test は、既報を参考に行った（Fu et al., 
2017）。マウスを水（水温 25ºC）の入ったプラスチックの容器（21×21×22.5 cm）






脳組織中の NAA および NAAG 含量の測定 
第 2 章に準じて行った。 
 
統計処理 





マウス前頭前皮質での Shati/Nat8l mRNA 過剰発現の確認 
PFC-Mock と PFC-Shati マウス群の前頭前皮質における、Shati/Nat8l mRNA 発
現量を real- time RT PCR 法を用いて定量した。PFC-Shati マウスの前頭前皮質で
は、コントロールマウスに比べ、内部コントロールである 36B4 に対する 
Shati/Nat8l mRNA 量が 9.0±1.5倍に有意に増加していた (p = 0.0018)。さらに、
in situ hybridization 法を行った結果、PFC-Shati マウスの前頭前皮質では、
Shati/Nat8l anti-sense probe が強く反応し mRNA が発現しているのに対して、
PFC-Mock マウスの前頭前皮質では、変化がなかった。これらの結果から、
PFC-Shati マウスでは前頭前皮質局所的に Shati/Nat8l mRNA が過剰発現してい







Fig. 32. Expression of Shati/Nat8l mRNA in the PFC of PFC-Shati.  
Shati/Nat8l mRNA levels were measured by quantitative real-time RT-PCR in the PFC 
and are presented as relative to the expression of the housekeeping gene 36B4. Values 
are mean ± SEM (n = 4 mice / group). ⋆⋆⋆p < 0.005 vs. PFC-Mock (Student-t test). 
Representative in situ hybridization to Shati/Nat8l mRNA from the brain of mice 
injected with AAV vectors in the PFC. Abbreviations are indicated respectively. PFC, 





PFC-Mock と PFC-Shati マウス群における行動量を、行動量測定装置 Scanet 
MV-40 を用いて 60 分間測定した。PFC-Mock マウス群は PFC-Shati マウス群と
比較して、自発運動量が有意に増加した（PFC-Mock mice, 28,212 ± 1,119 counts; 













Fig. 33. Locomotor activity in PFC-Shati mice. 
The difference in basal locomotor activity in a novel environment was observed 
between AAV-Mock and PFC-Shati mice. The score of (A) every 5 min and (B) total 60 
min were indicated.  Values are mean ± SEM (n = 18 mice / group). *p < 0.05 vs. 




Spontaneous alternation behavior による短期作業記憶の測定 
PFC-Mock と PFC-Shati マウス群における、Y-maze test による自発的交替行動
を測定した。PFC-Mock マウス群は PFC-Shati マウス群と比較して、交替行動率
が、有意に低下していた（PFC-Mock mice, 70.3 ± 2.9%; PFC-Shati mice, 61.0 ± 














Fig. 34. Spontaneous alternation behavior in PFC-Shati mice.  
The difference in spontaneous alternation behavior in the Y-maze test was observed 
between AAV-Mock and PFC-Shati mice. Values are mean ± SEM (n = 15 mice / group). 
*p < 0.05 vs. AAV-Mock (Student-t test). 
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Novel object recognition test による認知能力の測定 
PFC-Mock と PFC-Shati マウス群で、認知能力に差があるかどうかを novel 
object recognition test を用いて検討した。PFC-Mock と PFC-Shati マウスの両群
において、トレーニング（10 分間）（PFC-Mock mice, 50.7 ± 1.4%; PFC-Shati mice, 
48.5 ± 1.1%; F3,55 =0.9974, n.s.）から 24 時間後のトライアル（10 分間）では、新
規物質に対するアプローチ時間が有意に増加した（PFC-Mock mice Training vs. 
Trial, F3, 55 = 8.156 p < 0.001; PFC-Shati mice Training vs. Trial F3,55 = 6.052 p < 
0.001）。この時、PFC-Shati マウス群は、PFC-Mock マウス群と比較して、新規物
質に対するアプローチが有意に低下した(PFC-Mock mice, 69.0 ± 2.0%; PFC-Shati 
mice, 62.0 ± 1.6%; F3,55 =3.101, p < 0.05)。新奇物体認識試験において、前頭前皮質

















Fig. 35. Novel object recognition in PFC-Shati mice.  
The difference in recognition in the novel object recognition test was observed between 
PFC-Mock and PFC-Shati mice. Values are mean ± SEM (n = 14 mice / group). 
###
p < 
0.001 vs. each Training group, *p < 0.05 vs. Trial AAV-Mock (ANOVA followed by 





PFC-Mock と PFC-Shati マウス群の情動行動を評価するために、 three 
chambered social interaction test（社会性試験）、light/dark box test（不安様
行動試験）および forced swimming test（うつ様行動試験）を行った。その結
果、いずれの行動実験においても有意な差はなかった [social interaction test (p = 








Table 3. Several behavioral experiments 
 Values are mean ± SEM (n = 13 to 15 mice / group). All behavioral tests were 
performed 3w after AAV injection in the following order so as to reduce the stress on 
the mice; locomotor activity, Y-maze test, novel object recognition, three-chambered 




PFC-Mock と PFC-Shati マウスの前頭前皮質における NAA および
NAAG 含量の測定 
PFC-Mock と PFC-Shati マウスにおける前頭前皮質の NAA および NAAG 含量
に差があるかどうかを検討するために、HPLC を用いて分析を行った。PFC-Shati
マウスでは、PFC-Mock マウスに比べて NAA（NAA, PFC-Mock 2.84 ±0.24 µmol 
/ g tissue, PFC-Shati 3.86 ±0.15 µmol / g tissue, p = 0.0041）および NAAG
（PFC-Mock 0.113 ± 0.007 µmol / g tissue, PFC-Shati 0.113 ± 0.007 µmol / g 

















Fig. 36. Contents of NAA or NAAG in the PFC of PFC-Shati mice.  
Content of NAA in the PFC of PFC-Shati mice was significantly increased compared 
with PFC-Mock mice. (B) Contents of NAAG in the PFC of PFC-Shati mice were 
significantly increased compared with PFC-Mock mice. Values are mean ± SEM (n = 7 













スの前頭前皮質での NAA および NAAG の脳内含量を測定した結果、NAA と




 本研究において、前頭前皮質における SHATI/NAT8L の過剰発現は、前頭前皮
質での NAA および NAAG の有意な増加をもたらし、自発運動の増加および認
知機能の低下を引き起こした。行動薬理学的試験法において、自発運動量の増
加や認知機能の低下は統合失調症用症状や注意欠損多動性障害様症状を反映し
ていると評価される。つまり、前頭前皮質で NAA や NAAG の増加したマウス
が統合失調症様症状や注意欠損多動性障害様症状を示した。一方、これらの精
神疾患患者の前頭皮質ではNAAが減少していることが報告されている（Callicott 






臨床的に利用できる可能性が示されている (Dhandapani et al., 2013)。つまり、



















SHATI/NAT8L が合成する NAA は脳内に最も多く存在するアミノ酸であるが、
不明な点が多く研究が活発に行われている  (Tsai and Coyle 1995)。患者の脳内の
NAA 含量は核磁気共鳴を応用した Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 
(MRS)を用いて定量することが可能である。この技術を用いた研究で、NAA の
脳内含量は様々な精神疾患と相関があると報告されている。例えば、統合失調
症患者と健常者の前頭前皮質における NAA の脳内含量を MRS により測定した
結果、統合失調症患者では、健常者と比較して、有意に NAA の脳内含量が減少
していた(Joseph et al., 2000)。また、注意欠損多動性障害患者でも同様に、前頭
前皮質の NAA 含量は減少していた(Sharwin et al., 2013)。また、NAA とグルタミ
ン酸が縮合して生合成される NAAG が mGluR3 アゴニストであり、mGluR3 は
精神疾患との関連がいくつか報告されている。例えば、ヒトや動物において
NMDA 受容体アンタゴニストである phencyclidine（PCP）もしくは dizocilpine
（MK-801）投与により誘発される行動過多や認知機能低下のような統合失調症
様行動は、 NAAG 分解酵素 GCP- Ⅱの阻害剤である (R,S)-2-phosphono- 
methyl-pentanedioic acid (2-PMPA)や ZJ43 投与により改善される（Olszewski et al., 
2004 ; 2012）。このように、SHATI/NAT8L が関与する経路にある NAA、NAAG
および mGluR3 は様々な精神疾患と関連があることから、SHATI/NAT8L の役割
を明確にすることは、重要な研究と考えられる。 











報告されているが（Joseph et al., 2000; Sharwin et al., 2013）、SHATI/NAT8L が減少
していることは示されていない。SHATI/NAT8L 含量が脳で減少しているかどう





























見出されることが報告されている (Burlina et al., 2006; Mattan et al., 2010)。髄鞘の
形成遅延や不全のような神経発達障害は、多くの精神疾患と関連があるため 
(Makinodan et al., 2012; Toritsuka et al., 2015)、本研究で発達における
SHATI/NAT8L の役割を示すことができたのは、今までに原因が十分に分かって
いなかった発達障害や精神疾患の理解に貢献することが期待される。 
第 3 章では、前頭前皮質における SHATI/NAT8L の役割を検討した。本研究で




SHATI/NAT8L の役割は、第 1 章で述べたエネルギー代謝、第 2 章で述べたオリ
ゴデンドロサイトへの酢酸供給以外に、NAAG を介した作用がある。第 3 章の
研究では青年期のマウスを使用しているため、神経細胞の発達や髄鞘形成はほ




域での NAAG の役割を増強することにつながり、その脳領域での NAAG の作用
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2-PMPA  (R,S)-2-phosphono-methylpentanedioic acid  
36B4      acidic ribosomal phosphoprotein P0 
AAV      adeno-associated virus 
ASPA     aspartoacylase 
ASPA     aspartoacylase 
ATP       adenosine triphosphate 
CB       cerebellum 
cDNA     complementary DNA 
CoA      coenzyme A 
CMV     cytomegalovirus immediate-early promoter 
DAPI     4',6-diamidino-2-phenylindole  
DEPC    diethylpyrocarbonate 
DIG      digoxigenin 
DISC1    disrupted in schizophrenia 1 
DIV      days invitro 
DNA     deoxyribonucleic acid 
DTT      dithiothreitol 
dUTP     deoxyuridine triphosphate 
E         embryonic days 
ECL      electrochemiluminescence  
EDTA    ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFP     enhanced green fluorescent protein 
FC       frontal cortex 
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FBS       fetal bovine serum 
GABA     γ-aminobutyric acid 
GAD      glutamate decarboxylase 
GAPDH   glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase 
GCP-Ⅱ    glutamate carboxypeptidaseⅡ 
GFAP     glial fibrillary acidic protein 
GTA      glyceryltriacetate 
HEK      human embryonic kidney 
HIP       hippocampus 
HPLC     high performance liquid chromatography 
Iba1       ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IRES      internal ribosomal entry site 
MAP2     microtubule associated protein 2 
MB       midbrain 
MBP      myelin basic protein 
mGluR    metabotropic glutamate receptor 
MS       mass spectrometry 
MRS      magnetic resonance spectroscopy 
NAA      N-acetylaspartate 
NAAG    N-acetylaspartylglutamate 
NAAGS   NAAG synthetase 
Nac       nucleus accumbens 
NaDC3    NAA transporter sodium-dependent dicarboxylate 
NAT      N-acetyltransferase 
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Nat8l       N-acetyltransferase-8 like protein 
NBT/BCIP  nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
NGS       normal goat serum 
NMDA     N-methyl-D-aspartic acid 
OB         olfactory bulb 
P           postnatal days 
PBS        phosphate buffered saline 
PCP        phencyclidine 
PCR        polymerase chain reaction 
PFA         paraformaldehyde 
PMSF       phenylmethylsulfonyl fluoride 
PVDF       polyvinylidene fluoride 
PFC         prefrontal cortex 
RT-PCR     reverse transcription polymerase chain reaction 
RNA        ribonucleic acid 
SSC        standard saline citrate 
STR        striatum 
TBS        tris-bufferd saline 
TBS-T      TBS-tween 20 
TE         tris(hydroxymethyl) aminomethane ethylenediaminetetraacetic acid 
TEA        triethanolamine 
TH         thalamus 




Tris        tris(hydroxymethyl) aminomethane 
TUNEL     TdT-mediated dUTP nick-end labeling 
Veh        vehicle 
